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Resumo

A fitoterapia é uma pratica sociocultural presente ao longo dos anos e utilizada para tratar enfermidades
que acometem o ser humano. Nesse contexto, a Annona crassiflora Mart. destaca-se por ser uma das
espécies utilizadas na fitoterapia pouco estudada quimica e biologicamente. Conhecida popularmente como
marolo denota, segundo a literatura cientifica, uma constituicdo quimica composta por acidos fendlicos,
alcaloides, flavonoides, taninos, terpenoides e acetogeninas. Esses ativos sdo responsaveis pelo grande
potencial farmacolégico da espécie onde se destacam as atividades antimicrobianas, antioxidantes,
citotéxicas, leishmanicidas e hipoglicémicas. Considerando o exposto, este estudo propds investigar do
ponto de vista quimico e biolégico a espécie Annona crassiflora. Para esse fim, foi obtido o extrato
hidroetandlico 70% (v/v) e fragbes hidroetandlicas das folhas de marolo. Com essas amostras realizou-se
uma triagem fitoquimica que permitiu a detec¢do de compostos como: alcaloides, flavonoides, taninos,
terpenos, acidos fendlicos e catequinas. Avaliou-se, também, a atividade antioxidante pelo método
sequestrante do radical DPPH, e os valores das fraces hidroetandlicas revelaram-se mais significativos
comparados ao extrato hidroetandlico. A atividade leishmanicida foi executada utilizando placas de 96
pocos e os resultados mostraram que o extrato e as fragdes apresentaram-se inativos contra as formas

promastigotas de Leishmania amazonensis.

Palavras-chave: Annona crassiflora. Metabdlitos secundarios. Antioxidante. Leishmanicida. Triagem

fitoquimica.
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Abstract

Phytotherapy is a sociocultural practice present over the years and used to treat diseases that affect
humans. In this context, Annona crassiflora Mart. is notable for being one of the species used in
phytotherapy, seldom studied chemically or biologically. Popularly known as “marolo”, its chemical
constitution is composed of phenolic acids, alkaloids, flavonoids, tannins, terpenoids and acetogenins,
according to scientific literature. The presence of these actives is responsible for the great pharmacological
potential of this species, where the antimicrobial, antioxidant, cytotoxic, leishmanicidal and hypoglycemic
activities stand out. Considering this, the present study proposes to investigate the Annona crassiflora
species from the chemical and biological point of view. For this purpose, we obtained hydroethanolic extract
70% (v / v) and fractions from the marolo leaves. With these samples, a phytochemical screening was carried
out, which allowed us to detect compounds such as alkaloids, flavonoids, tannins, terpenes, phenolic acids
and catechins. We also assessed the antioxidant activity using the DPPH radical capturing method, where
the values of the hydroethanolic fractions were more significant compared to its extract. The leishmanicidal
activity was performed using 96-well plates and the results show that both the extract and the fractions were

inactive against the promastigote forms of Leishmania amazonensis.

Keywords: Annona crassiflora. Secondary metabolites. Antioxidant. Leishmanicide. Phytochemical

screening.

Introducéo

A fitoterapia é uma prética popular difundida em todo mundo, e as espécies da familia Annonaceae sédo
amplamente utilizadas pela medicina tradicional para diversos fins terapéuticos. Sabe-se que, em algumas
espécies de Annonaceae, ha pesquisas confirmando a presenca de substancias potenciais para o uso
medicinal, que vdo além das crencas populares, o que permite investigar novas alternativas para o controle
e cura de enfermidades (DUTRA et al., 2014; FLORENCE et al.,, 2014; ISLAM, KOORBANALLY e
MOHAMMED, 2016; WOGUEM et al., 2014).

A espécie Annona crassiflora Mart., pertencente a familia Annonaceae, possui compostos quimicos que
desempenham diferentes atividades farmacologicas. Essa espécie é encontrada em algumas regides do
nordeste, sudeste, sul e centro-oeste. E conhecida popularmente como araticum, marolo, pinha do cerrado,
cabeca de negro, entre outros (JORGE e LUZIA, 2013).

Por meio da literatura é possivel conhecer sobre as atividades farmacoldgicas e os compostos quimicos de
Annona crassiflora Mart. Os trabalhos relatam atividade antiprotozoaria (OLIANI, 2012), atividade citotoxica
(PIMENTA et al., 2011), antitumoral (GONCALVES, MOSQUEIRA e PIMENTA, 2010) e antioxidante
(ROESLER et al., 2007). Muitas vezes a atividade farmacoldgica de um extrato pode ser elevada se, a partir
deste, for realizado um fracionamento. Assim, se dispor de uma fragdo com melhor atividade significa estar
mais concentrada de principios ativos. Sabendo-se das propriedades farmacoldgicas que a espécie possuli
e pretendendo-se aumentar a concentragcdo de compostos quimicos de um extrato séo produzidas fracdes
(LUENGAS-CAICEDO, 2005).
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Poucos estudos etnomedicinais, fitoquimicos e farmacol6gicos existem sobre essa importante espécie. A
fim de buscar dados cientificos sobre Annona crassiflora, com o intuito de colaborar para o conhecimento
da espécie, esse trabalho avaliou a atividade antioxidante e leishmanicida do extrato hidroetanélico 70%

(v/v) e de fragdes, além de detectar os constituintes quimicos das folhas de Annona crassiflora Mart.

Material e Método

Obtencéo e identificagcdo do material vegetal

As folhas de Annona crassiflora foram coletadas em Outubro de 2013, no municipio de Paraguacu-MG,
bairro Costa do Sol. A planta foi identificada pelo Professor Doutor Geraldo Alves da Silva e a exsicata do
material botanico foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Alfenas, Campus Alfenas-MG, e

registrada sob o nimero 2538.

As folhas coletadas foram submetidas a secagem em estufa de circulagdo e renovacgéo de ar a 45°C durante
72h. Apos a secagem, o material vegetal passou por uma divisdo grosseira seguida de uma pulverizacéo
em moinho de facas. O p6 obtido foi armazenado em frascos de vidro &mbar devidamente rotulados.

Preparo do extrato hidroetandlico 70% (v/v)

O extrato hidroetandlico 70% (v/v) (ExHd) foi obtido, por percolacdo simples, segundo Alves, Morgado e
Prista (2008). Em seguida, os percolados produzidos foram concentrados em rotaevaporador a temperatura
de 50°C. O ExHd concentrado foi transferido para vidros tarados e armazenados em geladeira até o
momento da secagem em liofilizador. Posteriormente, o ExHd foi congelado e submetido ao processo de
liofilizacdo nas condigbes ideais de pressao (380 pyHg), de temperatura (- 40°C) e de tempo de liofilizacéo
(72 horas).

A escolha do extrato hidroetandlico foi estabelecida com o intuito de enriquecer a amostra de principios

ativos polares, os quais possuem atividade antioxidante e leishmanicida descrita na literatura.

Obtencéo das Frag8es Hidroetandlicas obtidas por Sephadex LH-20 do extrato hidroetandlico 70%

(v/v) das folhas de Annona crassiflora

O fracionamento do ExHd das folhas de Annona crassiflora foi realizado em Cromatografia de Exclusdo em
coluna (48,0 cm x 4,5 cm) Sephadex LH-20. Para o preparo da Sephadex, esta foi, previamente,
intumescida por 24 horas com metanol e, em seguida, transferida para a coluna de vidro até se obter a
sedimentacdo total do suporte. 1 g da amostra foi solubilizada em 200 mL de metanol e, entéo, aplicada no
topo da coluna. Em seguida, procedeu-se a eluicdo com metanol sendo coletadas fragées de 50 mL (LAGE
et al., 2014).

O fracionamento foi monitorado por CCD em placa de silica gel 60 F2s4 (5 x 5 cm), eluidas em metanol:
acetato de etila: cloroférmio (3:5:2) sendo as placas, posteriormente, reveladas com anisaldeido (BLADT e

WAGNER, 2009). As fracdes que mostraram semelhanga cromatogréfica foram reunidas.

ApoOs a juncdo das fragbes semelhantes, as mesmas foram colocadas em chapa aquecedora, na

temperatura de 50°C, para completa evaporacgdo do solvente. Apds secagem, as fragdes obtidas do extrato
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seco hidroetandlico 70% (v/v) por Sephadex LH-20 (FH), foram armazenadas em vidros hermeticamente
fechados e mantidos em dessecador provido de silica até o momento de uso. As fragdes foram utilizadas
para a realizacéo da atividade leishmanicida e antioxidante. O rendimento das frag6es foi calculado pela
expressao: Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100.

Anédlise quimica por Cromatografia em Camada Delgada

O ExHd e FH foram dissolvidos em metanol a fim de se obter uma concentracdo de 1 mg/mL. Em seguida
10 yL das amostras foram aplicadas a 0,5 cm da base de placas de aluminio com silica gel 60 F2s4 (5 X 5
cm). Foram utilizados como fase movel dois sistemas solventes, o primeiro constituido por metanol: acetato
de etila: cloroférmio (3:5:2) e o segundo por cloroférmio:metanol (95:5). Os solventes percorreram 4 cm a

partir do ponto de aplicacéo das amostras.

Posteriormente, as cromatoplacas foram observadas sob luz UV 254nm e, em seguida, reveladas com o
anisaldeido sulfurico e aquecidas em estufa a 100 °C. As classes de substancias foram determinadas pela
comparagdo das coloragdes das manchas observadas nas placas, apos a revelagdo, com as coloragfes
das classes descritas na literatura (BLADT e WAGNER, 2009).

Andlise quantitativa da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) do ExHd e das FH foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Chang, Duh e Yen (2005), com modificagfes,
monitorando-se o consumo do radical DPPH pelos componentes das amostras, através da medida do
decréscimo da absorbancia de solugdes de diferentes concentragdes. Foram preparadas as solu¢des das
amostras em etanol absoluto nas concentragées de 400,00 pug/mL, 200,00 pyg/mL, 100,00 ug/mL, 50,00
pug/mL, 25,00 yg/mL, 12,50 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,12 yg/mL e 1,56 pyg/mL.

Utilizou-se como padréo a quercetina, acido ascorbico e o BHT nas mesmas concentragdes das amostras.
Adicionou-se 2,0 mL da solucéo das amostras a serem testadas a 0,5 mL de solucéo do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) (0,5 mM). A mistura foi agitada vigorosamente e mantida em repouso, sob a
protecdo de luz, por 30 minutos. Logo apos, foram feitas as leituras das absorbancias a 517 nm em
espectrofotdmero (Biospectro SP-220) ajustando o zero de absorbancia com a solugdo do branco,
constituida de todos os reagentes e 2 mL de etanol absoluto, que substitui a solugdo das amostras. A
propriedade de sequestro foi calculada em porcentagem de radicais DPPH sequestrados, usando a
seguinte equacdo: Sequestro DPPH (%) = [(Ab — Aa) / Ab] x 100. Nessa expressédo Ab é a absorbancia do
branco da amostra e Aa é a absorbancia da solugdo-amostra. As analises foram realizadas em triplicata e
0s resultados expressos pela concentragdo de antioxidante necessaria para decrescer a concentragdo
inicial de DPPH em 50% (ICso).

O ICso foi determinado usando o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA) a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se na abscissa as
concentragfes da amostra (ug/mL) ou do controle positivo e na ordenada, a porcentagem de DPPH

remanescente.
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Avaliacdo da atividade leishmanicida contra formas promastigotas

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269) foram cultivadas de
forma axénica, utilizando meio LIT (Liver Infusion Triptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). As cepas foram mantidas em estufa BOD, a 28°C. Para o crescimento exponencial, foi adicionado o
meio de cultura, a cada 3 dias, em cada cultura, e estas foram submetidas a um repique semanal. Contagem
de formas promastigotas foi feita em camara de Neubauer e a concentracdo foi ajustada para 1,0 x 10°
parasitos/mL. 100 pL dessa suspensao foram adicionados a cada po¢o de uma placa de 24 pogos, em
triplicata, contendo 1,0 mL de meio LIT. Logo apds essa etapa, 6 pL de concentra¢des de cada um dos
extratos secos, em DMSO (40, 10, 5 e 0,1 pg/mL) foram adicionados aos pogos contendo promastigotas.
Anfotericina B foi utilizada como droga de referéncia, na mesma concentracéo do extrato e fragdes. Além
disso, foi adicionado controle negativo (meio), controle positivo (meio + parasitos) e o branco (meio +

parasito + DMSO). As placas foram incubadas em estufa BOD, a 28°C, por 72 horas.

Apos esse periodo, foram adicionados, a cada pogo da placa, 100 pL de corante resazurina a 1 mg/mL em
tampéo fosfato PBS (1:9) e, apds cerca de 4 horas, foi realizada a leitura da reacdo a 570 nm e a 600 nm,

utilizando um leitor de microplacas. A porcentagem de inibi¢cdo da proliferacao foi calculada a partir da férmula:

% inibicdo = 100 — [ A570 — (A600 x RO)Tratado / A570 — (A600 x RO)Controle positivo] x 100, em que A570
€ a absorbancia a 570 nm, A600 é a absorbancia a 600 nm e RO é o fator de correcéo, calculado a partir
dos valores de absorbancia do controle negativo, ou seja, apenas meio de cultura e resazurina, na auséncia
de parasitos [RO = (A570 /A600)].

Andlise Estatistica

Todos os ensaios foram conduzidos pelo menos trés vezes com trés preparacdes de amostras e os dados
foram expressos como média * desvio padréo. O ICso foi calculado utilizando o programa GraphPad Prism
5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA)..

Resultados e Discussao

Rendimento do extrato seco das fracdes de Annona crassiflora

O rendimento do ExHd das folhas de Annona crassiflora foi de 21,57%. Os rendimentos das FH foram de
3,8 % (FH: 12-17) e de 3,1 % (FH: 75-109).

O fracionamento por cromatografia em coluna do ExHd das folhas de Annona crassiflora produziu 180
fracdes. Destas, apenas duas foram selecionadas (FH: 12-17, FH: 75-109) devido a presenc¢a de compostos
fendlicos que poderiam possuir efeito leishmanicida e antioxidante (ASSIS et al., 2012; INFANTE, 2013;
KUMAR e PANDEY, 2013; MARIEM et al., 2014; ROCHA et al., 2005). Segundo Delorenzi e colaboradores

(2001) os alcaloides também sao relatados por apresentarem atividade antileishmania.

Outras fragcdes também apresentaram esses compostos, porém nao possuiam quantidades suficientes, em

massas, para a analise leishmanicida e antioxidante.
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Triagem fitoquimica dos extratos secos e das frag8es por Cromatografiaem Camada Delgada (CCD)

A analise quimica por CCD buscou caracterizar a presenga dos constituintes majoritarios presentes no
ExHd e nas FH das folhas de Annona crassiflora por dois sistemas eluentes com diferentes polaridades
(FIGURA 1).

FIGURA 1- Perfil cromatografico por Cromatografia em Camada Delgada do extrato e das fragBes das folhas de

Annona crassiflora.

CAT

Fonte: Dados do autor.

Nota: A e B - Sistema eluente: cloroférmio: metanol (95:5). 1 e 2- extrato hidroetanélico 70% (v/v) das folhas de Annona
crassiflora. C e D - Sistema eluente: metanol: acetato de etila: cloroférmio (3:5:2). 3- Frac&o hidroetandlica (FH: 12-17),
4- Fracao hidroetandlica (FH: 75-109); Q: Padrdo Quercetina; CAT- Padrdo Catequina. A - Fase estacionaria: silica gel
60 Fzss. Revelador: UV-254nm. B, C, D - Fase estacionaria: silica gel 60 Fzs. Revelador: anisaldeido
sulfarico/aquecimento a 100°C.

*FracOes obtidas do extrato hidroetandlico 70% (v/v), por Sephadex-LH20, das folhas de Annona crassiflora

e que ndo foram utilizadas na andlise leishmanicida e antioxidante.

A andlise do perfil cromatografico foi realizada pela comparagéo das coloragées das manchas observadas
nas placas ap6s serem reveladas, com as coloracdes das classes descritas na literatura (BLADT e
WAGNER, 2009). Foi possivel observar e inferir quanto as classes de metabolitos secundarios presentes
no ExHd e FH, provenientes das folhas de Annona crassiflora, alcaloides caracterizados pela mancha verde
(B-2) e fluorescéncia na luz UV 254nm (A-1) ; taninos devido a coloragdo marrom retida no ponto de
aplicacdo (B-2; C-3; D-4); flavonoides caracterizados pela mancha amarelada (C-3; D-4) catequinas pela
coloracdo avermelhada (D-4) e terpenos, provavelmente nicleo triterpenicos e/ou nicleo esteroidal
glicosilado, caracterizados pela coloragdo arroxeada (A-1).

Atividade antioxidante quantitativa pelo método do radical DPPH

A atividade antioxidante de Annona crassiflora, avaliada pelo método DPPH, é apresentada na (FIGURA
2). Por meio dos resultados observou-se uma relagcdo dose-resposta onde os valores indicam uma potente

atividade antioxidante das amostras comparadas aos padroes.
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FIGURA 2- Extrato e fracdes das folhas de Annona crassiflora, padrbes e a sua capacidade sequestrante de radicais DPPH.

BHT EXE ExHd
o o E= FH: 12-17
Acido ascorbico E= FH:75-109

MM Quercetina
B& Acido ascorbico
B BHT

Quercetina

FH:75-109

400ugfmL

T 1
0 50 100 150
% AA
Fonte: Dados do autor.

Nota: ExHd: Extrato Hidroetandlico 70% (v/v); FH: 12-17 e FH: 75-109: Frag6es hidroetandlicas obtidas do extrato
hidroetandlico 70% (v/v) por Sephadex; BHT: butil-hidroxitolueno.

Os percentuais de agéo antioxidante (% AA) mostraram-se bastante expressivos para todas as amostras
em todas as concentragdes testadas. Algumas, na concentragdo de 400 pug/mL, conseguiram atingir quase
gue 100% de sequestro de radicais DPPH in vitro. As fragdes (F2: 12- 17: 97,12 + 0,80%; F2: 75-109: 99,51

+ 0,70%) apresentaram valores de % AA mais expressivos.

Os resultados na concentracdo de 400 pg/mL do extrato hidroetandlico (85,91 + 0,80) foi préximo ao
apresentado pela quercetina (86,05 + 0,60), um flavonoide de ocorréncia natural, bem conhecido pelas suas
potentes propriedades antioxidantes. Esse estudo esta em concordancia com o trabalho de Baskar,
Rajeswari e kumar (2007) que ao avaliarem a capacidade depurativa dos radicais DPPH das folhas de trés
espécies de Annona ha concentracdo de 400 pug/mL, revelaram teores semelhantes ao desse estudo. Os
resultados encontrados para Annona muricata foi de 83,89%, Annona squamosa de 87,47% e para Annona
reticulata foi de 81,63%.

Estes achados sugerem que o extrato de Annona crassiflora possui potente atividade antioxidante in vitro
em comparacdo com as folhas de Annona muricata e Annona reticulata, sugerindo seu papel como um
agente de remocao eficaz de radicais livres, aumentando seu valor terapéutico quando se aborda patologias

relacionadas ao estresse oxidativo.

Além de avaliar a % AA, determinou-se a concentra¢do da amostra necessdria para reduzir a concentragdo
inicial de DPPH em 50% (ICso0) (TABELA 1). Uma atividade antioxidante mais elevada é apontada por um
valor mais baixo de ICso. A melhor atividade de eliminagéo de radicais livres foi obtida com a fragdo FH: 75-

109 apresentando um ICsp de 7,207 pg/mL.

Essa descoberta supera os resultados de Lima, Pimenta e Boaventura (2010) que mostraram valor de ICsp
de 33,9 yg / mL para o extrato etandlico de Annona cornifolia. Nos estudos de Loizzo e colaboradores
(2012) a atividade de eliminagdo de radicais DPPH do extrato etanélico de Annona cherimola demonstrou

um valor de ICsp (72.2 pg/mL) inferior ao encontrado neste estudo.
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Os valores de ICso encontrados para Annona crassiflora mostram-se mais expressivos comparado aos
outros géneros. Tal fato pode ser explicado pela particularidade da espécie, pela constituicdo do extrato,
pela parte vegetal utilizada, pelo solvente empregado, local e época de coleta. De acordo com Simdes e
colaboradores (2010), as substancias ativas em uma planta podem estar limitadas a uma estacéo do ano

ou a certas condi¢bes ambientais, ou ainda a certas variedades ou cultivares.

TABELA 1- Atividade antioxidante do extrato e das fracdes das folhas de Annona crassiflora pelo método do radical DPPH.

Amostras ICso (Mg.mL™?)
ExHd 35,570
FH: 12-17 22,950
FH: 75-109 7,207
Quercetina 0,666
Acido Ascorbico 2,106
BHT 5,597

Fonte: Dados do autor.
Nota: ExHd: Extrato Hidroetandlico 70 %; FH: 12-17 e FH: 75-109: Fragdes hidroetandlicas obtidas do extrato
hidroetandlico 70% (v/v) por Sephadex; BHT: butil-hidroxitolueno.

Ao observar a analise quimica em CCD é visto que a fragdo FH:75-109 retrata flavonoides, dentre eles, a
catequina, sugerida por apresentar mesmo Rf e coloragcdo do padréo, além dos taninos observados pela
mancha marrom retida no ponto de aplicacdo. Conforme estudos, existe uma relagdo entre a atividade
antioxidante de produtos vegetais e seu contetdo fendlico, onde se concluiu que maiores teores de
flavonoides e de outros polifendis, entre eles os taninos, resultam em melhores atividades de depuracéo de
DPPH (EBRAHIMZADEH e BAHRAMIAN, 2009).

Dentre os compostos fendlicos uma caracteristica importante dos flavonoides é a presenca de certos grupos
funcionais que lhe conferem maior atividade antioxidante. Dentre esses, podem-se citar, o grupo catecol no
anel B, insaturacdo no anel C, a presenga da funcao 4-oxo no anel C e uma dupla ligagéo na posigéo 2,3
conjugada com um grupo 4-oxo (PIETTA, 2000). Diferencas nas avaliagbes da atividade antioxidante das
diferentes amostras, desse estudo, podem ser devido a auséncia ou presenca desses grupos funcionais.
No caso das fragdes, os flavonoides que apresentam grupos como o catecol, e outros citados acima, foram

concentrados aumentando seu potencial antioxidante em relagdo ao extrato hidroetandlico.

Por fim, esse estudo estd em concordancia com a literatura que confirma a presenca de diversos principios
ativos, descritos para o género Annona sp, como taninos, flavonoides, fenois (KALIDINDI et al., 2015),
responsaveis por grandes potenciais antioxidante in vitro, com destaque para catequina, ja confirmada pela
acao antioxidante do cha verde (RASHIDINEJAD et al., 2014) e sugerida na andlise por CCD.

Avaliacdo da atividade leishmanicida contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis

Os resultados contra as formas promastigotas nao foram promissores para o ExHd e para as fragbes FH:
12-17 e FH: 75-109, pois nenhuma das amostras, nas condi¢cBes experimentais desse estudo, mostraram-
se citotdxicas contra o parasita na maior concentragdo analisada (TABELA 2; TABELA 3). Esse fato
justifica-se pelas peculiaridades das amostras, isto €, 0s compostos quimicos extraidos possuem

caracteristicas mais polares do que apolares.
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TABELA 2 - Atividade antipromastigota de extrato e frag6es de A. crassiflora.

Amostras Concentragdo (ug.mL™) % AP + DP
ExHd 40 0,00 £ 0,19
ExHd 10 0,00 £0,11
ExHd 5 0,00 0,10
ExHd 0,1 0,00 £ 0,10

FH: 12-17 40 0,00 + 0,45

FH: 12-17 10 0,00 £ 0,55

FH: 12-17 5 0,00 + 0,09

FH: 12-17 0,1 0,00+ 0,14

FH: 75-109 40 0,00 £ 0,17

FH: 75-109 10 0,00 + 0,21

FH: 75-109 5 0,00 £ 0,24

FH: 75-109 0,1 0,00 + 0,31

Fonte: Dados Do autor.
Nota: ExHd: Extrato Hidroetanolico das folhas de A. crassiflora; FH: 12-17/FH: 75-109: Fragdo hidroetandlica obtida por
Sephadex; %AP: percentual de atividade antipromastigota; DP: Desvio Padrao.

TABELA 3 - Determinacéo das concentracdes leishmanicidas 50% (IC50) da populagdo de formas promastigotas e

amastigotas do padréo Anfotericina B.

Amostras Promastigotas ICsp (ug/mL) £ DP Amastigotas I1Cso (ug/mL) + DP
ExHd NR NR
FH: 12-17/FH: 75-109 NR NR
Anfotericina B 4,70 £ 0,1129 NR

Fonte: Dados Do Autor.
Nota - ExHd: Extrato Hidroetandlico das folhas de A. crassiflora; FH: 12-17/FH: 75-109: Frac&o hidroetanolica obtida por
Sephadex NR: N&o realizado.

Pereira (2012) justifica, em seu estudo, a correlacéo existente entre a influéncia da polaridade na atividade
leishmanicida, onde se percebe que as fracdes menos polares tendem a ter uma melhor atividade biol6gica

no modelo Leishmania.

Conforme estudo realizado por Vila-Nova e colaboradores (2011) foi demonstrado atividade leishmanicida
contra as formas promastigotas e amastigotas de Annona squamosa e Annona Muricata. Segundo os

autores essa atividade estaria relacionada as acetogeninas (apolar) que foram isoladas e testadas.

Os extratos hexanico e cloroférmico analisados de Annona glabra (SILVA et al., 2015) apresentaram boa
atividade leishmanicida. O melhor resultado foi constatado com o extrato hexanico com 80,17 % de inibi¢do
na concentragéo de 100 pug/mL. Os extratos de maior efeito leishmanicida apresentam compostos menos

polares como esteroides e triterpenos.

Considerando as amostras utilizadas, desse estudo, ndo se prosseguiram os testes contra as formas
amastigotas. Visto que, nos ensaios com as formas promastigostas, o extrato e as fragdes apenas entram
em contato direto com o parasita, mas com as formas amastigotas € necessario que as moléculas

presentes, na amostra, tenham polaridade e tamanho (massa molecular) adequado para serem capazes
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de transpor compartimentos biolégicos e exercerem o efeito desejado. Portanto, é indispensavel que os

compostos rompam as membranas dos macréfagos para atingir o parasita (VILA-NOVA et al., 2013).

Os resultados observados ndo excluem a possibilidade de se obter uma atividade leishmanicida com a
espécie. Deve-se atentar a outros aspectos importantes: a obtengdo de extratos menos polares, coleta da
espécie em outras regifes do pais e em outra época do ano e testar a atividade do extrato sobre outras
espécies de Leishmania, j& que diferentes estirpes possuem sensibilidade distinta em relacdo aos
compostos devido as diferencas de crescimento, fisiologia e bioquimica entre as cepas de Leishmania
(VILA-NOVA et al., 2013).

Também existe a possibilidade dos principios ativos estarem concentrados em outras partes da planta
(SIMOES et al., 2010). Delmondes e colaboradores (2014) mostraram que os extratos das folhas, casca e
sementes ndo foram eficazes contra L. brasiliensis, porém, o extrato do caule promoveu uma inibigao frente

ao parasita.
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